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INTRODUCCiÓN
El accidente del Prestige y la posterior secuencia de
acontecimientos de todos conocida ha desembocado en
una larga y compleja operación de remediación en las cos-
tas afectadas. En muchas zonas se ha alcanzado ya el lími-
te de la efectividad de los métodos fisicos de limpieza, por
lo que se presenta una oponunidad muy importante para
otras técnicas que pueden permitir la reducción de la con-
taminación residual aun presente en playas de arena, zonas
rocosas y acantilados. Entre las posibilidades más sugestivas
se encuentra la biorremediación, basada en la capacidad de
muchos microorganismos para degradar los componentes
de los productos petrolíferos. Sobre sus ventajas, limitacio-
nes, y su aplicación en el caso del Exxon Valdez trataremos
en este articulo. Además, en la parte final se presentara un
proyecto que están afrontando los autores del trabajo en
tres emplazamientos de la Costa de la Muerte.
BIORREMEDIACIÓN:
FUNDAMENTOS Y APLICACIONES
la biorremediación es una tecnología que utiliza el
potencial metabólico de los microorganismos (fundamen-
talmente bacterias, pero también hongos y levaduras) para
transformar contaminantes orgánicos en compuestos más
simples poco o nada contaminantes. Los mayores rendi-
mientos de la biorremediación se han obtenido siempre en
casos de contaminación por hidrocarburos, pero ello no es
óbice para que otros contaminantes sean susceptibles de
tratamiento (hidrocarburos c1orados tales como PCBs, TeE,
PCE, pesticidas, herbicidas; compuestos nitroaromáticos
como el TNT, etc.)
Las principales ventajas de la biorremediación son las
siguientes:
• Amplio ámbito de aplicabilidad (sólidos, liquidas e inclu-
so gases)
•
• Es una tecnología poco agresiva con el medio y general·
mente no requiere componentes estructurales o mecani-
cos dignos de destacar.
• Comparativamente es muy económICa y, al tratarse de un
proceso natural, suele tener aceptación por parte de la
opinión publica. Por el contrario se ha criticado habitual-
mente la lentitud los procesos de degradación biológica,
Como ya se ha explicado, el fundamento último de la
biorremediación reside en las capacidades enzimátlCas de
los microorganismos del subsuelo. Entre los factores que
pueden limitar o impedir la biodegradación los más habi-
tuales son la carencia de nutrientes esenciales para los
microorganismos, la ausencia de receptores de electrones
adecuados (oxígeno, nitratos u otros) o de buenas condi·
ciones medioambientales (pH, potencial redox, humedad) y,
finalmente, la ausencia de poblaciones microbianas necesa·
rias para degradar los contaminantes. Obviamente, si apor-
tamos al medio alguno de los elementos de los que carece
o bien potenciamos los existentes, favoreceremos la elimi-
nación del posible contaminante ('engineered bioremedia-
tion strategies'),
De esta forma, a partir de las limitaciones de la atenua-
ción natural de los contaminantes, surgen las dos aproxi-
maciones biotecnológicas básicas: (i) introducción de modio
ficaciones en el medio mediante el aporte de nutrientes,
aireación y otros procesos (bioestimulaciónl y (ii) la adición
de microorganismos (bioaumentación). La implementación
de estos procedimientos se puede realizar en tratamientos
'in situ' o bien 'ex situ'.
En España se ha comenzado a aplicar en estas técnicas
con un considerable retraso con respecto a otros países
desarrollados. No obstante, tienen experiencia (más o
menos amplia) de la aplicación de la biorremediación algu·
nas empresas especializadas en contaminación de suelos y.
aspectos relacionados. así como compañías del ámbito
petroquímico. El emplazamiento 'tipo' en el que las técnicas
empleadas se han mostrado competitivas responde a un
terreno contaminado por un vertido de hidrocarburos de
medio peso molecular (gasoil y en ocasiones gasolina o
incluso fueloi\):
• Vertidos producidos por la rotura de oleoductos.
• Suelos contaminados en Instalaciones petroquímicas
tratados generalmente en biopilas o mediante" land-
farming" .
• Vertidos procedentes de los tanques de gasolineras (se
suele aplicar la técnica conocido como "bioventing").
• Zonas contaminadas por la adividad de antiguas ins~
talaciones industriales (" brownfields").
En cuanto a la problemática causada en las costas por
las mareas negras no existe experiencia alguna en nuestro
ambito en lo que se refiere a la blorremediación (sr desgra-
ciadamente en cuanto a accidentes -Tabla 1-), por lo que
hay que remontarse a la limpieza del vertido del Exxon Val·
dez en Alaska para tener datos fiables.
Alaska con aproximadamente 35.000 toneladas de crudo.
Pasados unos meses del accidente los procesos de limpieza
físico-química alcanzaron su límite de efectividad y se planteó
la utilización de la biorremediación, En ella el protagonismo
principal lo tuvo el uso de un fertilizante oleofilico (Inipol
EAP22) que estimuló adecuadamente la degradación de los
hidrocarburos. Las playas de la zona eran claramente defici·
tarias en nitrógeno y fósforo por lo que la biodegradación
propiciada por los microorganismos autóctonos conveniente·
mente estimulados con el fertilizante fue efectiva como se
demostró con la utilización de biomarcadores para el cálculo
de los índices de degradación biológica. Así, estimaciones de
la National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA)
sobre la distribución del crudo vertido en 1992, mas de tres
arios después del accidente, cifraron en un 50% del total ver·
tido el porcentaje eliminado por biodegradaClón y fotodegra-
dación, frente a valores que no superan el 25% para la vola·
tilización y la retírada por medios fisicos. El éxito en términos
económicos también resultó importante, habiéndose señala-
do que el coste de la biorremediación de 120 km de costa
resultó menor que el de un sólo día de lavado físico.
LA EXPERIENCIA DEL EXXON VALDEZ
Tabla I Alguna5 dc b5 prinClfXJlc5 "marca5 ncgra5" producidas
por accidentes de perroleros en las ultimas décadas.
La idea de que la biodegradaClón del petróleo vertido en
un accidente se podia mejorar con la adición de nitrógeno
y fósforo inorgánico se propuso por primera vez hace casi
treinta años. Por entonces el conocimiento se reducía a
experimentos de laboratorio o a pequeñas demostraciones
en el campo. Sin embargo, otro famoso accidente, el del
Amoco Cádiz en 1978, supuso un nuevo impulso a la inves-
tigación. A finales de los ochenta la comunidad científica ya
tenía la certeza de que si no la mejor, si era una buena
manera de enfrentarse a los efectos de los vertidos de
petróleo. El último y decisivo impulso vendría después.
El 24 de Marzo de 1989 el Exxon Valdez se incrustó en los
arrecifes de Blight cubriéndose la bahía de Prince Wil1iam en
1. Canyon Canal de la Mancha 120000
Polycomander Vigo 116.000
Metula Estrecho de Magallanes 50000
Urquiola Galicia 20.000
Amoco Cádiz Bretaña 85.000
Exxon Valdez Alaska 35.000
Mar Egeo Galicia 80.000
Erika Bretaña 20.000
En el transcurso de los últimos cinco años un grupo de
investigadores de las Escuelas de Minas de Madrid y Oviedo
y del área de Microbiologja de la Universidad de Oviedo han
abierto una línea de investigación sobre técnicas de biorre·
mediación de hidrocarburos aplicadas a la remediación de
vertidos en el subsuelo de gasoil y residuos pesados del
petróleo. Gracias a la experiencia acumulada, en este año
2003 el Consejo Superior de Colegios de Ingenieros de
Minas financia un proyecto de aplicación de las técnicas de
biorremediación en las playas afectadas por el vertido del
Prestige contándose con la colaboración de las Administra-
ciones competentes. En el proyecto se intenta, mediante
ensayos" in situ" a escala piloto. seleCCIonar y optimizar las
técnicas de biorremediación que aceleren la degradación
natural de los hidrocarburos que permanecenen las costas
después del final de las labores de limpieza física. La meto-
dología seguida se basa en la experiencia acumulada tras el
vertido del Exxon Valdez en Alaska y en los últimos avances
científicos en este terreno.
El objetivo general del proyecto es la evaluación, selec~
cion y aplicación de las técnicas de biorremediación más
adecuadas para la degradación de los hidrocarburos que,
después de la finalización de las labores de limpieza fisica,
permanecen en las playas afectadas por el fuel objeto del
proyecto.
Consideraciones de partida.
Como criterio general se considera que el proceso puede
llevarse a cabo (con diferencias según se trabaje sobre roca
o sobre arena) con la combinación de un producto surfac-
tante que permita el acceso microbiano a los hidrocarburos
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Figura 1 Aspeclo de una de las zonas en las que se prerende apli-
car la biorremediación.
y un ferttlizante que aumente la presencia de Nitrógeno y
Fósforo disponible. Este enfoque puede permitir que se
reduzca la concentración de hidrocarburos y evitar la acu·
mulación definitiva de los no degradados en el sedimento
marino. Pese a ser este el procedimiento general más reco-
mendado, hay mas posibilidades que deben estudiarse (por
ejemplo en el caso del Exxon Valdez se utilizó el Inipol por
ser el único producto comercialmente disponible en las can-
tidades necesa(las).
La influencia de la temperatura va a ser obvia en cuanto
a que en los meses mas cálidos la acción microbiana se
reforzara aunque puedan aparecer escenarios adicionales si
los restos de fuel se licuan con las altas temperaturas. Otro
aspecto fundamental es la dinámica marina; ésta lleva
meses ayudando a retirar residuos de la costa, colabora en
la oxidaCión del fuel, etc. aunque por otro lado, fuertes
mareas pueden Impedir la aplicoOlClón de productos o evitar
que se fijen los microorganismos si se efectúa algún tipo de
bioaumentaci6n.
En su breve historia, la biorremediación ha tenido éxitos
y fracasos en playas de arena y en zonas rocosas. En cuan-
to a playas de piedra o acantilados el problema operacional
es grande ya que no se tienen las facilidades de muestreo,
analítica, etc. que hay en una arena. la aproximación
requiere fuentes oleofílicas de nutrientes y biosurfactantes,
siendo conscientes de que la monitorización va a ser en
gran parte visual, ademas de la utilizaCión de biomarcado-
res (compuestos del petróleo útiles para la medida de la bio-
degradación). En las zonas arenosas aparentemente todo es
más fácil ya que se puede plantear una metodología in situ
o incluso ex situ en función de las mareas, el medio es más
o menos homogéneo, es facil parcelar, etc.
•
En lo que se refiere a los plazos es imposible predecir la
efectividad que van a tener los tratamientos asi como su
duración. Cabe recordar que en las costas afectadas por el
vertido del Exxon Valdez la biorremediación ocupó tres o
cuatro períodos de varios meses (el problema eran allí las
bajas temperaturas) por lo que no se cerró el tratamiento
hasta más de tres anos después del vertido; es más, el infor·
me final sobre el conjunto de las labores de limpieza 110 se
publicó hasta 1997 (ochos años después del vertido). Pese
a todo ello actualmente ya se puede afirmar que en aque-
Ilüslugares donde es posible mantener el aporte de nutrien-
tes mediante el riego continuo con aguas de 105 regatos de
la zona son suficientes tres meses de verano para que, al
menos visualmente, la zona aparezca como limpia.
Protocolo general.
Se siguieron los siguientes pasos:
a) Determinaciones 'in situ' y muestreo
Para la determinación de parámetros ambientales sobre
el terreno se contó con lo sigUIentes equipos:
• Terminales y electrodos de todo tipo para la medida de
pH, Eh, conductividad, salinidad, oxígeno disuelto y tem-
peratura.
• Métodos indirectos de tipo geoquímico para medir la pre-
sencia de hidrocarburos (TeD semiconductores, cromató-
grafo portatil, FID, PID, Petroflag).
• Espectrofotómetros de campo para la determinación de
contenido en nutrientes y de metales.
• los muestreos se realizaron con sondas manuales tipo
Auger o semimecanicas. Los procedimientos seguiran
mallados regulares en la medida de lo posible para facilitar
el tratamiento geoestadístico de los resultados.
• las muestras de sustratos contaminados (arena, roca, fuel
puro, suelo, agua etc.) con destlllo al aislamiento de
microorganismos especializados se tomaron en condicio-
nes estériles, asegurando su representatividad
• las bacterias procedentes de la colección del grupo que
lleva adelante el proyecto se utilizaron como referencia
en experimentos de laboratorio frente a la actividad de
los aislados en las zonas de trabaio.
• los experimentos se realizaron en las diferentes parcelas
acotadas, para ello contaron con un diseño estadístico
previo y con control del mismo lipa. También se trató de
conseguir que los posibles efectos positivos sean vis¡ble~
y comparables con zonas de control no tratadas.
En todos estos trabajos de campo y en parte de los dE
laboratorio participaron alumnos de la E.T.5.1. de Millas dE
Madrid (de Ingeniería de Millas y de Ingeniería Geológica,
junto con alumnos de Escuelas de Minas de Oviedo y dE:
Vigo. En total participaron mas de 100 alumnos en do~
campañas.
Una vez obtenidos todos los datos del muestreo se divi·
diran en varias parcelas las zonas seleCCIonadas, En ellas se
procedió a la realización de, al menos, los siguientes expe-
rimentos de biorremediaci6n.
• Bioestimulación mediante fertilizantes. La selección de
estos es un punto clave de todo el trabajo). Probable-
mente más importante que su composición química
puede ser su "físico" y su relación con las mareas. En
estos momentos ya se han ensayado ferlilizantes oleofili-
cos comerciales como S 200 Y Bioversal, biosurfactantes,
Seapower, fertilizantes oleofílicos desarrollados por el
propio grupo Investigador, fertilizantes agrícolas de uso
habitual en la zona, aplicación de fertilizantes agricolas y
nutrientes procedentes de la Industria del mejillón aplica-
dos mediante técnicas de hldroslembra y aporte dIrecto
mediante riego intermitente y continuo con agua de los
regatos de la zona sin nigún tipo de aditivo, únicamente
con los nutrientes que transportan procedentes de las
labores agrícolas.
• En cuanto a la bioaumentación, la experiencia existente y
la prudenoa necesaria no recomiendan la utilización pro-
ductos con "bacterias comeroales' por lo que en princi-
pio se descartó. La única posibilidad que se contempla es
la utillzacíón de bacterias autóctonas mediante un con-
sorCIO preparado con parte de las aisladas en esta prime-
ra fase del trabajo.
• Experimentos de control.
La monitOrización que se realice con posterioridad al ini-
cio de los ensayos abarcará los siguientes parámetros (se
busca en todo momento un control mixto quimlco y mICro-
biológico).
• La medida de hidrocarburos totales se realizará por medio
de Espectrometría Infrarroja (TPH-IR) y el cálculo de índi-
ces de biodegradación mediante Cromatografia de
Gases- Espectrometría de Masas (GC-MS) con respecto a
biomarcadores como Pristano y fltano en una primera
aproximaCión y Hopanos en una segunda más fina. Esta
última técnica también permitirá determinar el fracciona-
miento actual del fuel y el estudio de la evolución de cada
una de las fracciones (alifátlcos, aromáticos, resinas y
asfaltenos).
• La cinética de los procesos degradativos y la evaluación de
la posible producción de biosurfactantes se efectuará con
métodos desarrollados en el laboratorio de microbiología
de los participantes en el proyecto.
• La identificación de los microorganismos se efectuará
mediante técnicas moleculares, que consisten esencial-
mente en la amplificación del gen del ARN ribosomal 16S
utilizando oligonucleótldos conservados de eubacterias
como iniciadores en reaCCIones de amplificación en un
equipo de PCR.
Figura 2: Acción combinada de dos cepas, una (blanca brillante en
la folO) procede a la degradación en las masas de hidrocarburos,
la oua (redonda y oscura) actúa en zonas completamente emul·
sionadas tagujero central") y en los productos de desecho en
disolución (canal/aceral).
Figura 3 Grupo de microorganismos aislados de un suelo en el
proceso de degradación de los hidrocarburos (TOOOx).
Figura 4 Focografia tomada en microscopio confocal, se observa
una cepa (en verde) que en un medio acuoso rodea y se pega a la
superficie de pequeños esferoides de hidrocarburo (en naranja).
•
